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る臓器として知られている( 1 • 2 )。 この臓器の雄雌問には形態的にも生化学的にも
著しい性差が認められる。 即ち形態的には雄 マウス顎下腺ではGC T (guranu I ar 
convoluted tubules)が発達しており、 ニれが顎下腺の50%をしめる。 また生化学的
に性差の認められるEGFやNGFなどの成長因子やプロテアーゼは、 いずれもこの
GCT細胞分泌頼粒中に存在することが組織学的に確認されており、 これら生理活性

























フェニレフリン、 イソプロテレノール、 ピロカルピン及ぴ電気泳動用試薬は、 和光純










加え全量を0.25mlとした。 370C、 10分間のプレインキュベ}ショ ン後、 リン酸緩衝液











となるように加えポッター型庁ラスホモクナイザーで摩砕し、 10000xg、 40Cにて 30














等電点電気泳動用ゲルとして、 60x80x1側、 pHレンク3. 5 � 9. 5のポリアクリルアミ
-3-
ドゲル薄層を作成した。 陽極液として20凶H3P0-4水溶液を、 陰極液として40liM NaOH 































れることが知られている (9 )。 この分泌頼粒中のプロテア}ぜがどのような刺激によ
り唾液中に分泌されるかを検討するため、 交感、 副交感神経作動薬を マウスに投与し、
分泌されるプロテアーゼ活性を、 ポリアクリルアミドゲル電気泳動法を用いて解析し
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saliva submaxillary gland 
Fig. 1 Polyacrylamide gel electrophoretic analysis of saliva 
prot eases. 
A; Sympathometic agents and a parasympathometic agent were 
injected into the caudal veins of male mice ( strain, C3H, 7 
weeks old). After one minute of the inject ion, secreted sal iva 
was absorbed by small pieces of cellulose acetate membrane. Each 
of 40.ug protein was applied. protamin (A) or BAPNA(B) was used as 
a substrate. Lane 1 :mouse injected with saline. Lane 2:mouse 
injected with 10.ug of phenylephrine hydrochloride. Lane 3:mouse 
i n j e c ted w i t h 1 0 ).19 pi 1 o carpi n e .hydro c h 1 or ide. Lane 4 :mouse 
injected with isoproterenol hydrochloride. 
B: Ten micrograms of phenylephrine hydrochloride were injected 
into the caudal vein of male mouse ( C3H, 7 weeks old). After one 
minute of the injection, secreted sal :iva was absorbed by the 
cellulose acetate membrane. Immediately, the submaxially gland 
was excised from the mouse and the tissue extract was used as 
e 1 ect rophoret i c smp 1 e. Each of 40pg prate in was app 1 i ed. BAPNA 
















The reliability of the spectrophoto. 
metric assay using small pieces of cel. 
lulose acetate membrane (5 x 1 mm) as 
absorbent of saliva. 
A) Intraassay: Statistics were calculated for 
each of four samples from the result of 日ve
pairs of tubes in a single assay. 
Table 2. The activity-volume relation using 
small piece of cellulose acetate mem. 
brane (10 x 5 mm) was used as absor­























B) lnterassay: Statistics were calculated for 
each of four samples from the results of pairs 













Statistics were calculated for each of 日ve samples 
from the result of 6 pairs of tubes in a single 
assay. Samples 1-4 were speci日c activity of male 
submaxillary gland trypsin.like protease using 
small pieces of cellulose acetate membrane as 
absorbent of the tissue extract. Sample 5 was 
speci日c activity of male submaxillary gland 
trypsin.like protease obtained by large scale 
assay. 
SD Mean (unit/mg protein) Sarnplc 
























また雄マウスのみでもY = 0.175X + P<O.OOlとなった。ì' = O. 8268 Y=0.256X+2.2 
よって唾液プロテアーゼ
マウ7..顎下腺のプロテアーゼ活性値を反映していることが明らかとなった。
高い相関係数が得られた。Pく0.001と、r = O. 5564 
活性値が、
83. 7 
Fig.2 Gorrelation between salivaly 
protease activity and submaxillary 
gland protease activity 
Ten micrograms 01 phenylephrine 
were injected into caudal vein 01 
mice. One minute after the injection， 
secreted saliva was absorbed by 4 
pieces of cellulose acetate 
membrane (5xlmm) and the sal ivaly 
protease activity was assayed. 
The next day， the submaxillary gland 
was removed from the mouse and the 
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Y - 0.252X + 2.2 
r ・ 0.827 n ・ 74









500 1000 1500 
SALlVA PROTEASE ACTIVITY unlYmg 
• KALE 
6 KALE CA$TRATED (1 ，，��k) 
o KALE CASTRA TED (2 ，，��ks) 
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Fig.3 Time-course observat ion of 
the salivaly protease 2ctíVlty. 
8 weeks old male and female mice 
were given weekly injections of 
phenylephrine hydrochloride (10μg/30g 
body weight). and the sal ivaly 
protease activity was 2ssayed 
Mice were castrated at age of 10 
weeks old. Testosterone (0.6mg/30g 
body weight. 3 times injection /week) 
was injected into the 14 weeks old 
mice castrated after 4 weeks. 
マウス唾液を指標酵素としてマウスの男性ホルモンに対する影響を経時的
に測定した(Fig.3 ) 0 8週齢から1週間ごとに18週齢に至る まで、 各週毎にマウス
唾液を採取しプロテアーゼ活性を測定した。 経マウスではその活性は1000から1400
unit/rng protein付近の値を示し、 去勢によりその活性は1週間で雄のレベルの約50%



























なる。 イソプロテレノ}ル連続投与によるマウス顎下腺肥大の報告例はあるが( 9 )、
フェニレフリン連続投与によるマウス顎下腺への影;響の報告は今のところ知られてい
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マウス顎下腺にはEGF 、 NGFなどの成長因子や 、 塩基性アミノ酸に対し特異性
を示すプロテアーゼが多種多量に存在することが知られて いる。 これらプロテアーゼ
のうち現在までに、 EGF-binding prote in 、 ゃα-， r -NGFなどの成長因子に結合した
形で顎下腺に存在する酵素が分離精製されその性質が明らかにされてきた( 1 . 2 )。 し
かし多くのプロテアーゼにつ いての基質特異性をはじめとする言者性質は明らかとされ





















































p-ニトロアニリン誘導体のN-α-benzoyl-DL-arginine-p-nitroani 1 ide(BAPNA)10mg 



















ト�ustad，K.らのエステロプロテアーゼ活性よむ色定量法を応用した(18)o 10mM benzoyl 
-arginine-ethylester、 100unit/mlのアルコールデヒドロゲナーゼ、 10ωM NADを含む
154州ピロリン酸-154mMセミカルパジドー40mMグリシン緩衝溶液(pH8.7)を基質溶液と
した。 基質溶液を浸透させたセルロースアセテート膜を 電気泳動終了後のゲル薄層











Table 1 Synthetic substrates used to examine substrate 
specificities of proteases in mouse submaxillary gland. 
一一ー-ー一一ー一一一一ーーーー一ーーーーーーーーーー一一一一一ーーーーーーーー一一一一一一ー一 一一ーーーーー一ーー一一一ー一一一←一一一 ーー


















一 ーーーーーー一一ー一一一一一一一一 ーーー一ーー一一一一一一← ←一一 一一ーー-ー-ー
+++ strong， ++ medium， + weak， (+) bands hardly visible. 
Ab brevi a t i o n s:APAE E. a c e t y l-p h e n y l a i a n y i-argi n i n e-e t h y l e s t e r; 









ゼインは、 ほとんど分解されなかった。 BAPNAを基質として用いるとF ig. 1 Aで検出さ
れたプロテアーゼ活性のうちの 1 --11が検出された[Fig.l B]。 ポリリグンを基質と
して用いたと ころ 1--6及ぴ12.13のプロテアーゼ活性が検出された[F ig.l C]。 雌マ
ウスプロテアーゼ活性は雄 マウスに比べ低くプロテアーゼ 1以外の活性は ほと んど検
出されなかった[Fig. l D]。 よってプロテアーゼ1は唯一男性ホルモン非依存性のプ
ロテアーゼであること が明らかと なった。 経 マウス去勢によりプロテアーゼ活性のザ
イモグラムは艇のザイモグラムに類似するようになり、 去勢雄マウスへのテストステ
















F i g 1 Two-d i me nS iona l po l yac r y i am i de g e i e l ec trophor e t i c pa t t ern s 
of p r o t e a s e a c t i v i t y l n m o u s e s u b m a x i l i a r y gl a n d 
Submax i 11 ary 9 1 and ext ract (3μ1) of C3H/He mi ce was app 1 i ed 
o n t wo-d im e n S I o n a l pol y a cry l am i d e 9e l. s u b s tra t e s u s e d we r e A 
po l y- 4-argi n i ne， B: BAPNA， C ; po i y-L-l ys i ne. and D ; po l y-L 一 門
argl n ! ne. A. B. and c we re zym09rams o f ma l e mous e prot eas e 
a c t i〉l t y， D wa s f e m a l e m o u s e p rot e a s e a c t ivi t y. 
顎下腺プロテアーゼは基質特異性により4つのタイプに分類された[Fig. 2 ]。 即ちポ
リアルギニン、 ポリリグン 、 BAPNAを分解 するTYPE-1。 ポリアルギニン、 BAPNAを分解





ルアミドゲル薄層に密着させプロテアーゼ活性を検出したところ、 Fi B. 1 Aで検出さ
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Fig. 2 Classification of proteases in mouse submaxillary gland 
by their substrate specificities. 
Twenty-one proteolytically active enzymes shown in Fig. 1， 
were classified into four types by their substrate 
specificities. TYPE-l proteases exhibited hydrolyzing activity 
with poly-L-arginine， BAPNA and poly-L-lysine: TYPE-2 with 
poly-L-arginine and BAPNA: TYPE-3 with poly-L-arginine and 
poly-L-lysine: and TYPE-4 with poly-L-arginine as substrate 
された1[Fig.3Blo また50mMの二価の亜鉛イオンを含むトリス塩酸緩衝液( pH7.6)に15
分間浸したポリアクリルアミドゲル薄層に、 1 %プロタミン基質溶液を浸透させたセ
ルロースアセテート膜を密着させプロテアーゼ活性を検出したと ころ、 Fig.1 Aで検
出された21種類のプロテアーゼ活性 すべてが強力に阻害された[Fig.3 C]。 これら亜
鉛イオンにより阻害されたプロテアーゼ活性はEDTA処理によりその活性が回復した。





合成基質類などを用いた比色定量法が行なわれてきた( 1 - 7 )。 これらの基質は発色
反応の最終反応生成物が水溶性であるためザイモグラム法の基貿として用いられるこ
- 19 -
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Fig. 3 Inhibition 01 mouse submaxillar-y gland protease activity 
with various agents. 
A: Control. Twenty-one separate 10rms 01 protease activity 
were detected using protamine as substrate. B: Inhibition with 
BPTI. Cellulose acetate membrane was ilmmersed in 1% 01 protamine 
solution containing 1% 01 BPTI. The cellulose acetate membrane 
was plac弓d on the sur1ace 01 two- dimensional polyacrylamide gel 
layer. C; Inhibition by zinc ion. A1ter two-dimensional 
electrophoresis， the gel layer was immersed in 50mM zinc sul1ate 











Characterization of proteases 










































































































プロテアーゼ5は非感受性である。 TYPE -2に分類されるプロテター感受性であり 、
プロテアーゼ8 � 10は牛牌臓トリプシンインヒピターに対して感受性アーぞのうち、








mGK-1 (unidentified) K 
mGK-3 ( γ-NGF ) T 
mGK-4 ( α-NGF ) N 
mGK-5 (renal kall i kre i n) T 
mGK-9 (EGF-BP Type-C ) 
mGK-13 (EGF-BP Type-B) 
mGK-22 (EGF-BP Type A) 
PNF-1 ( Unidentified) 
mGK-5 ( Unidentified ) 












Fig. 4 Comparison of glandular kallikrein amino acid sequences 
of substrate -binding pocket. The asterisked residues are 
�') crucial to the formation of a serine protease catalytic sit� 
T h e a s p a r t i c a c i d r e s i d u e (1 8 2 ) c 0 n f e r S 0 n a s e r i n e p r 0 t e a � �  ..J.. _ lV) the ability to cleave at lysine or arginine basic residue� 
Numbers refer to the position relative to the N-terminal 
isoleusine of mature protein encoded by mGK-1. Residues which 
are identical between at least six out of eight are boxed. 
ニュラカリクレイン遺伝子mGK-22，16，9，3，4，15がそれぞれ 、 EGF -BP :タイフ�A，B，C、 α ー
及ぴY -NGF、 アーレニンなどの蛋白質と してその機憶が明らかにされて いる(1.2.9.
10.11.12.22. ) 。 現在までに報告されているこれら顎下腺プロテアーゼの電気泳動の
易動度及ぴ基質特異性の情報をもと に、 二次元電気泳動法及ぴ基貿特異的プロテアー
ゼ活性検出法によって分類されたプロテアーゼ活性の帰属を行ったと ころ、 プロテア
ーゼ1は男性ホルモン非依存性でありタイプ1に属 する基貿特異性を有する こと から
H oso j ， K.らによって単離されたプロテアーゼFであろうと 推測された(21)。 タイプ
1に分類されるプロテアーぜ2，3，4，6はmGK-22，13，9によりコードされるEGF-B Pタイプ
んB ，CもしくはmGK- 5にコードされるY -レニンであろうと 推測された(1.2.22)。 タイ
プ2に分類されるプロテアーゼ7，9及ぴ11はmGK-3によってコードされるY -NGFがポス
トトランスクリプショナルモディフィケーションにより3つのプロテアーゼ活性と し
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らかとなった( 1 )。 これに伴いホルモンによる遺伝子発現機構の解明が分子レベルで
行なわれるようになり、 とくにホルモンによって誘導のかかる標的遺伝子のプロモー
ター領域とステロイドホルモンレセプターとの関連が注目されるようになった(2 • 
3 )。 この結果標的遺伝子のプロモータ}領域に、 ステロイドホルモンレセプターが
直接結合する特異的な塩基配列であるホルモンレスポンシプエレメント(HR E)が同





ようになった( 9 .10 )。 また単一の遺伝子発現に複数のホルモンの働きが関与してい
る、 遺伝子発現のマルチホルモン調節系の例も近年報告されるようになった(11 ) 。
マウス顎下腺ではEGF、 NGF及ぴグラニュラカリクレインがGCT細胞で生合
成されており、 これら遺伝子の発現には少なくとも男性ホルモンや甲状腺ホルモンな








遺伝子が存在するなど、 プロモ} 夕}領域の解析に好都合である(16)。 またグラニュ
ラカリクレイン同様、 雄マウス顎下腺G CT細胞において多量に発現しているEGF
及ぴ N GF遺伝子もクローニングされ、 それぞれがマウス染色体3番上の異なる位置
にマップされた(12.13)。 このように染色体上の全く 独立した位置に存在する複数の







DNA合成試薬は、 バイ オサーチ社より購入した。 セシウムクロライド、 ニックトラ
ンスレーション用試薬、 制限酵素、 リパ} ストランスクリプタ}ゼはBRL社より購入
した。 T4DNAリガーゼはファルマシア社より購入した。 グアニγウムイソチ オシアネ
ートはフルカ社より購入した。 Taqポリメラーゼはプロメガ社より購入した。 HBI0lコ











溶解し、フェ ノールクロロホルム抽出にて除蛋白を行い、 エタ ノール沈澱にて再ぴRNA
を沈澱させ、 これにDEPC処理滅菌水を加えRNA最終濃度を5μg/μ!に調整した。
3 . ポリメラーゼチェーンリアクション法
1 )一本鎖cDNA(RT -samp I e)合成法
一本鎖cD N A ( R T -s a flI p 1 e )はMoloney murine leukemia virusリパーストランスクリプ
ターゼ(M -MLV -RV)により合成した。 5 xM -MLV -RVパッファー(250mM Tris-HCI pH8.3， 
375mM KCI， 50mM di-thiothreitol， 15mM MgC12)2μi、 01i go -dT (0. 2μg/μI ) 0. 5μ!、
dNTP(0.5mM each dATP，dTTP，dGTPP，dCTP)2μl、 RNAを1μg、 50UのM -MLV -RVを加え全
量を滅菌水にで50μiに調整し、 37.Cにて60分反応を行わせ一本鎖cDNAを合成させた。
2)PCR 
PCR法はKoss，R. D. らの方法にもとずいて行っ た(Jl7)。 即ち10xTaq-DNA-polymerase
バッファー(100m刊行is-HCl，pH8.3， 15mM MgCI2， �)OOmM KCl， 0. 01% gelatin)5μi 
に、 10mM MgCI2を5μ!、 dNTP(1. 25roM each dATP dTTP dGTP dCTP)を8μl、 滅菌水28




より合成した。 合成したプライマ}の精製は、 アプライドバイ オシステム社の オリゴ
DNA精製カラムを用いた。 合成したプライマーを以下に示 す。 βーアクチンプライマー.
- 28-
5・ -ATCGTGGGCCGCCCTAGGCA-3'， 5' -TGGCCTTAGGGTTCAGAGGGG-3・、 ωGK -4プライマー.
5'-CCTGGATCCTGTCACCAGTGGTTCCTGATCCTG-3'， 5・ -GTGAAGCTTAGGGGTTTTTTGCCATAGTGTCT
TT、 mGK -22プライマー. 5・-CTGAGCTCCTGGACACCTGTTACCACCATGAGGTTCCTGGTG -3・， 5・­
GTGAGCTCAGGGGTTTTTTGGCCATAGTGTCTTTTA -3・、 mGK-6プライマ-. 5・-CTGAATGAGCACACC
CCACAA -3・、 5・-TTGGGTTACACGGCCCATAG-3'， カリクレインプライマー. 5・ -GACCTGATGC
TGCTGCTCGGCCTC-3'， 5・-ACCATCACAGATCAGTGGCCT -3'， EGFプライマー. 5・ -AATAGTTATC
CAGGATGCCCATCCTCA-3・， 5・ -ACGCAGCTCCCACCATCGTAGGTCTCG-3'、 NGFプライマー. 5' -T 
CATCCACCCACCCAGTCTTC -3・， 5' -TCAGCCTCTTCTTGTAGCCTT-3・0
4)PCR反応条件
mGK-4、 mGK-6及ぴmGK -22mRNAの増幅。 熱変性94.CL 5分、 アニーリング64.C2分、 酵
素反応720C2分、 以上のサイクルを顎下線RTサンプルにおいてお回、他の臓器において
は40回増幅を行った。 カリクレイン、 EGF、 NGFmRNAの増幅は、 熱変性94.C1. 5分、アニ
ーリング60.C2分、 酵素反応720C2分、 以上のサイクルを顎下腺RTサンプルにおいては
お回、他の臓器においては40回増幅を行った。
5 . ポリアクリルア ミドゲル電気泳動
PCRサンプル(5μI)に2μlの5xサンプルロードバッフア-(0. 05% bromphenoJ blue， 
0. 05% Xylene cyanol FF， 30mM EDTA， 2% SDS， 30% sucrose)を加え電気泳動によ
りサイズフラクショネ} ションを行なった。 泳動条件は1 mroの厚さのnondenaturing
6%ポリアクリルア ミドゲル、 0. 5xTAEバッファー(0.045凶作is -HCI， 0.045州boric
acid， lmM EDTA)にて10V/cω でおこなった。 サイズマーカーにはlKラダーDNAを用い
た。
6 . 制限酵素によるPCRサンプルの解析
mGK -3、 町lGK -4、 mGK -6及ぴmGK -22のPCRサンプルを制限酵素により切断し、切断され
たDNAの大きさを電気泳動法により確認した。 mGK -3PCRサンプル(804bp)5μlに10xの
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mGK -4及ぴmGK-22PCRサンプル即ちa -NGF及ぴEGF-BPタイプAをコード するcDNAのベ
クターへのサプクローニングは以下の方法で行った。 それぞれのPCRサンプルをバイ
オラッド Prep-A -geneを用いて精製し、 これを各遺伝子のプライマー内に合成した制
限酵素サイト(mGK-4 BamHI HindIII、 mGK-22 Ss t 1 )にて切断し、 これを再ぴPrep-A­
geneにて精製、 このうちのO. 1μgをpBS SK ( -)の0. 4μg(BamHトHindIII及ぴSstI切断)
とライゲーションさせた。 ライゲーション反応条件を以下に示 す。 0. 1μgインサート
DNA、 0. 4μgプラスミドDNA、 10xライゲーションパッファー( 0. 5M Tris-HCI pH7. 4， 
O. lM MgCI2， 0. 1M dithiothreitol， 10mM spermidine， 10mM ATP)10μi、 10U T4DNA 




I )で増殖した大腸菌コロニーをプラス ミッドミニプレップ法により解析し目的と する
組み替え体を選択した。 大腸菌からのプラス ミドDNAの調整法はアルカリSDS法に
従って行った。 即ちL B 10もしくはTB培地100ml中で12時間増殖させ大腸菌を3000
rpmの遠心により沈澱させた。 大腸菌ぺレットに滅菌精製水4 rn 1を加えけん濁し、 こ
れに0.5N水酸化ナトリウム-l%SDS溶液12mlを加え 5 分間放置し大腸菌を溶解さ






にしたがって行った。 即ちエチクウムブロマイド( 8: ωg/ml)ーセシウムクロライド溶
液(1.55g/ml，布= 1. 3860)にDNAを溶解させ、 ベックマン卓上超遠心機TL-100にてアン
グルローターTLA1002を用い100000rpmの遠心によりDNAを分離精製した。
8 . ノーザンプロットハイプリダイゼーション法
各組織から抽出したRNAI0μgに、 RNAサンプルロ} ドバッファー( 0.75ml formamid 
e， 0.15ml 10xMOPS， 0.24ml formaldehyde、 O.lml glycerol， O.1ml DEPC-H20、 0.0









アイコ} ル19， ポリピニルピロリドン19， 牛血清アルプ ミン19/100ml) 2ml， 20xSSC 
4ω1， 1 �鮭精子DNA 0.1ml， 滅菌精製水 3ml， 5xl07cpm/0.lμgDNAプロープを作成し、
これにナイロン膜を浸透させ37.Cにて12時間ハイプリダイゼーションを行った。 ナイ






の発現量に性差が存在するかPCR法を用いて検討した[Fig. 1 ]。 グラニュラカリクレ



































F i g. 1 Detect i on of EGF， NGF 
and kallikrein mRNA by RT-PCR. 
P CR was carrie d  out for 
25 cycles (in submaxillary 
'g 1 and RT-samp 1 e s) or 40 
cycles(in brain， kidne y， 
pancreas RT-samples) with 
an annealing tempelature 
o f 54' C (rrGK-4 and時十22)
o r 50' C (EGF，ば?F and 
kallikrein). De te ction of 
actin_mRNA by RT-PCR was 
carried out for 30 cycle s 
with an annealing 
te mpe rature of 50'C 
Lane 1 : Male submaxil lary 
gland. Lane 2: Fe male 
submaxi 1 lary gland. 
Lane 3:Male brain. Lane 4・
Fe male brain. Lane 5:Male 
kidne y. Lane 6: Female 
kidne y. Lane 7: Male 

















































































































kallikrein • • -1.1kb 
Fig. 3 The effects of hormones on mouse submaxi llary gland gene 
expression. A: Northern blot analysis of EGF， NGF and kallikrein 
mRNA in mouse submaxillary gland at different times following 
castration or testosterone administration. A liquots， containing 
10μ9 of total RNA were electrophoresed in formaldehyde- containing 
agarose gels and blotted onto nylon membrane. Lane 1 :  Male mouse. 
Lane 2: Male mouse castrated after 2 days. Lane 3: Male castrated 
after 4 days. Lane 4: Male castrated after 6 days. Lane 5: Male 
c2.strated after 8 days. Lane 6: female. Lane 7: Female after 
administration of testosterone propionate (200μg/BW. 4days) . 
B: Northern blot analysis of EGF， NGF and kallikrein mRNA in 
mouse su�maxillay gland after administration of T3. Lane 1; Male. 
Lane 2: F�male. Lane 3: Female after adrninistration of T3(100μ 
g/BW. 4days). The blots were hybridized sequentially with 




た。 雌マウスへのテストステロン投与( 200μg4日開腹腔内 )により顎下腺EGF、
NGF及ぴグラニュラカリクレイン遺伝子の発現は急激に上昇し、 ホルモン投与4日
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F i g. 4 The e f fect o f  ret i no 1 on mouse 
submaxillary gland glandular kallikrein 
gene expression. The blot are hybridized 
with radiolabeled cDNA probe encoding 
EGF-BP type A (rnGK-22). Lane 1; Mal e 
mouse. Lane 2; Female mouse. Lane 3: 
Female mouse a fter administration o f  
ret i no 1 (5000U/B. W. 4days). Lane 4; 
Female mouse a fter administration o f  








1，3，4，5， 6，9，13，1 6， 2 2，PNF-1)の発現が確認されている。 この10種類のグラニュラカ
リクレインファミリー遺伝子の中で、 現在のところ唯ーその発現量に性差が確認され
ていない遺伝子としてmGK - 6が報告されている。 そこでmGK - 6の ホルモン依存性及び組
総特異的発現についてPCR法を用いて解析した [F j g . 5 ] 0 (1) G K - 6遺伝子に特異的なプラ


















Fig.5 A The sequence of PCR primers. Primers are identical to 
bases 316-356 and to complementary bases 708-728 of mGk-6 cDNA. 
mGK-6 and mGK-3 mRNA are specifically amplified by RT-PCR. 
Treatment with SstI， mGK-6 PCR product is digested into two 
fragments of expected size 192bp and 222bp. 
B Detection of mGK-6 mRNA in submaxillary gland by RT-PCR. 
PCR was càrried out for 30 cycles with an anneal ing temperature 
of 62・C. After PCR ampl i f icat ion， 5μ1 of陀R-sample四S
completely digested with SstI and applied to each lane. Lane 1: 
Male mouse. Lane 2: Female mouse. Lane 3: Female mouse after 
administration of T3 ( 100μg/ B. W. 4days ) . 
C Tissue distribution of mGK-6 mRNA. PCR was carried out for 
40 cycles with an annealing temperature Jof 62・C Lane 1 ;Intestine 
PCR product. Lane 2; SstI fragments of intestine PCR product. 
Lane 3: Kidney PCR product. Lane 4; SstI fragments of Kidney PCR 
product. Lane 5: Pancreas PCR product. Lane 6: SstI fragments of 
pancreas PCR product. Lane 9; Stomach PCR: product. Lane 8: SstI 
fragments of stomach PCR product. Lane 7: Blank. 
するため制限酵素SstIでPCRサンプルを切断すると、 【nGK -6はプライマーの内側におけ
サイトが存在するため 2 2 2bpと19 2bpの 2つのバンドが検出される。 これに対しωGK -3 
はSstIサイトが存在しないため414bpのバンドが検出される [Fig.5AJ。 ωGK -3は雄
雌のマウス顎下線で発現量に性差が確認され、 また雌:マウスへの甲状腺 ホルモン投与
により遺伝子発現に誘導のかかることが確認された。 これに対しlJ1GK - 6はその発現量
に性差が存在せず、 また 雌マウスへの甲状腺 ホルモン投与によっても遺伝子発現に誘
- 36 -
導がかからないことが明らかとなった[Fig. 5 B]。 顎下腺以外の臓器でも発現量に性
差のないグラニュラカリクレイン遺伝子が存在していることから[Fig. 1 ]、 これらの
組織で発現しているグラニュラカリクレインがIIGK-6である可館性が示唆された。 そ
こでmGK-6の組織特異的発現について解析した[Fig. 5 C]。 その結果mGK-6は顎下腺




マウス顎下腺 では 男性ホルモンや 甲状腺ホルモン投与によりEGF、 N GF 及ぴグ
ラニュラカリクレイン遺伝子に発現誘導がかかることが明らかになった [Fig.3]。 こ







クレイン遺伝子群のプロモータ}領域を約- 600bp解析した[Fig. 6]。 その結果TRE
であるGGTCA本TGACC(TRE -PAR)、 もしくはミオシンヘゲィーチェーン遺伝子やグロース
ホルモン遺伝子のプロモーター領域に同定されたTREであるTRE -MHCやTRE -GHに共












Fig.6 Comparison of 5' flanking sequence of mouse glandular 
kallikrein genes. Nucreotide sequences which are identical 
between at least four out of the six sequences are boxed. 
Thyroid hormone response element is shown above the sequences. 
列を4箇所みいだすことができた。 がこれらはいずれも現在知られているTREに相
当しなかった。 EGF遺伝子プロモーター領域(23)について約1000bp解析を行ったと
ころ、 ハーフパリンドロームに相当する部位が2箇所(-948， -1213 )存在したがこれら
もTREに相当する塩基配列ではなかった。 NGF遺伝子のプロモーター領域(マウ
ス顎下腺での転写開始地点から-41 6bp)について同様な解析を行ったが明らかなTR





































F i g. 7 5・ flanking sequcence concensus between EG F， NGF and 
gl a n d u l a r k a l l i k r e i r1 9e n e s. Box e d a r e a s re p r e s e n t n u c l e o t i d e 
sequences which are identical in EG F， NG F and glandular 
kal 1 ikrein genes. 










らかとした[Fig. 4 L 1987年、 ビタミンAの活性体であるレチノイン酸レセプターの
cDNAがクローニングされ、 レチノイン酸レセプターはDNA結合ドメインを持つステロ
イド ホルモンレセプターファミリーであることが明らかとなった( 28)。 またレチノイ
ン酸レス ポンシプエレメント(RR E)が同定され、 その結果RREはTREと非常に
類似していることも明らかとなった。 最近マルチ ホルモン調節機構の一端として、 レ
チノイン酸レセプターが甲状腺 ホルモンレセプターとともに共通のHREを認識する
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プロテアーゼ活性を、 基質特異性、 ホルモン依存性、 及ぴ阻害剤に対する感受性
に基づき分類した結果、 これらプロテアーゼは機能上少なくとも8種類のグルー
プに分類された。
3 . グラニュラカリクレイン、 表皮成長因子(E G F)、 神経成長因子(N G F)のマウ
ス顎下腺における遺伝子発現を解析したところ、 これら遺伝子は異なるホルモン
により非常に類似した転写調節を受けることが明らかとなった。 その結果、 組織
特異的転写調節因子がこれら遺伝子のマルチホルモン調節に関与している可館性
が示唆された。
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